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Въведение 
Шизофренията (от гръцки: σχιζοφρένεια - „разделено съзнание“) е 
тежко психиатрично заболяване, което засяга основни психични функции като 
мислене, поведение и емоции. Шизофренията протича хронично, започва най-
често в млада възраст, постепенно се задълбочава и нерядко продължава до 
края на живота на пациентите, като около 10% от засегнатите индивиди 
извършват самоубийство. Тежестта на шизофренията се определя от 
въвличането на болни в период, когато те придобиват нови знания и усвояват 
професии, етаблират самостоятелния си живот, и се готвят да създадат 
семейство и наследници. Когато се появи в този ранен период, болестта пречи 
на пациентите да завършат утвърждаването си като самостоятелни личности и 
създадат потомство. 
Честотата на заболяването е около 1 болен на 100 души. Достъпните към 
момента медикаменти на клиничната медицина са в състояние да контролират 
част от симптомите, но на сегашния етап хроничният ход и прогресирането на 
заболяването не могат да се възпрепятстват. Тъй като заболяването засяга 
важни страни от психиката, които са в основата на работоспособността на 
човека, голяма част от пациентите с шизофрения се инвалидизират. Това води 
до необходимост от допълнителни грижи и разходи при подпомагане на 
пациентите с шизофрения на висока цена, която плащат не само самите болни, 
но и техните близки. За 2002 г. общите разходи, породени от разстройството 
шизофрения в САЩ се оценяват на над 60 милиарда щатски долара (McEvoy, 
2007). 
Проявите на заболяването включват три основни групи симптоми – 
позитивни, негативни и когнитивни. Позитивните симптоми включват 
халюцинации (слухови, зрителни), делюзии (самозаблуди), нарушения в 
мисловния процес (алогично мислене), двигателни нарушения. Негативните 
симптоми засягат емоциите, мисловния процес, речта - отчужденост или 
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афективна изравненост, ахедония (неспособност за изпитване на удоволствие); 
емоционална хладност, бедност на мисленето и речта (алогия), загуба на 
волята, апатия, липса на мотивация, социална изолация. Когнитивни симптоми 
включват нарушена способност за разбиране на информация, затруднения при 
фокусиране на вниманието, нарушения в работната памет. 
Шизофренията е болест на мозъка, промени в който обуславят 
клиничните изяви на заболяването. При шизофрения се засягат редица 
мозъчни системи, участващи в тези процеси, като фронтална и париетална 
кора, хипокамп, амигдала, и подкорови структури като базални ядра и таламус. 
Въпреки интензивните изследвания в областта на невробиологията на 
шизофренията, до днес няма общоприета хипотеза за възникването на 
заболяването. Основната хипотеза се гради на успешното повлияване на 
шизофренната симптоматика от анти-допаминергични медикаменти и 
наличието на увеличена допаминова активност в мезолимбичната система на 
мозъка у шизофренни индивиди. В същото време, прогресирането на 
заболяването не може да се предотврати с анти-допаминови средства, поради 
което се търсят други механизми, участващи в етиологията и патогенезата на 
шизофренията. Такива са промени в нивата на невротрофни субстанции в 
шизофренния мозък и откриването на различни генетични механизми, 
предразполагащи към развитие на заболяването. 
Шизофренията е заболяване със значим генетичен компонент, 
относителния риск за развитие на заболяването при роднини от трета степен е 
два пъти по-голям от общата популация, а при роднини от първа степен е 
около 10 пъти по-голям. Шизофренията обаче не е изцяло генетично 
заболяване – при еднояйчни близнаци рискът за развитие на шизофрения е 
около 50%. Рискът за развитие на заболяването се повишава от вредни 
въздействия на средата по време на вътреутробното развитие (стрес, 
инфекции), усложнения при раждането, употреба на канабис през 
юношеството. Парадокс в разбирането на генетиката на шизофренията е 
T. Червенков – дисертация за ОНС „доктор” 9 
относително постоянната честота на заболяването въпреки намаления 
репродуктивен успех при пациентите. 
Централната нервна система (ЦНС) при хора се състои от около 100 
милиарда нервни клетки (неврони) и 10 пъти повече глиални клетки (глия). 
Както глията, така и невроните притежават способност да променят своя брой, 
форма и функционална активност в отговор на промени в околната среда. Тези 
процеси се означават като глиална, респ. невронална пластичност 
(невропластичност). Невропластичността се осъществява на различни нива: 
синапси, невронални израстъци, цял неврон. Последното ниво се реализира 
чрез регенерация на нервни клетки от недиференцирани прогенитори, процес, 
който е известен под името неврогенеза. Множество данни сочат, че при 
заболяването шизофрения има нарушения в процесите на невгоренеза и 
невропластичност. Познаването на молекулните механизми, контролиращи 
неврогенезата в норма и при патологични състояния, като шизофренията, 
представлява нов способ, чрез който медицинската наука би модулирала тези 
процеси за терапевтични цели. 
През последните 10-15 години в нашата страна са провеждани фамилно-
базирани асоциативни изследвания на генетични маркери (Георгиева, 2003), 
цялостно геномно секвениране на единични нуклеотидни полиморфизми 
(Бечева, 2010) и характезиране на епигенетични феномени (профил на ДНК 
метилиране) (Рукова, 2015) при пациенти с шизофрения. 
Не на последно място по значение – общоприето схващане е, че 
шизофрения не е едно заболяване, а група от поне 8 заболявания 
(„шизофрении”). Тази концепция има важни практически последици – тя 
предполага, че в различните групи има различна етиология и патогенеза и 
съответно различно оптимално лечение. През последните години има 
натрупани множество данни, че възпалителен процес и/или активация на 
имунната система съпътстват заболяването шизофрения, като вероятно в 
основата на патогенезата на някои от „шизофрениите” е именно имунологичен 
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процес. От това следва, че при тях оптималното лечечние би било постигнато 
чрез повлияване на имунната система. Важна предпоставка за избора на едно 
или друго оптимално лечение е идентифицирането на диагностични 
биомаркери, чрез които да се диференцират отделните форми на шизофрения. 
За изследвания от нас ген Cyclon/CCDC86 е известно, че се индуцира при 
стимулация от IL-3, както и при T-клетъчна активация – два процеса, за които 
има доказателства, че са свързани с шизофрения и е възможно този ген да 
послужи като класификационен биомаркер за заболяването. 
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Цел и задачи 
 
1. Цел 
• Изследване на експресията на гена Cyclon/CCDC86, лимфоцитни 
субпопулации и нива на IL-17 при пациенти, страдащи от 
шизофрения, контролни индивиди и примати. 
 
2. Задачи 
• Изолация на тотална РНК и изследване на относителната експресия 
на гена Cyclon/CCDC86 на ниво иРНК в левкоцити в пристъп на 
шизофрения, медикаментозна ремисия на заболяването и при 
контролни индивиди. 
• Изследване експресията на белтъчния продукт на гена 
Cyclon/CCDC86 чрез имунохистохимичен анализ в централната 
нервна система на възрастни примати (маймуни). 
• Изследване на относителния дял и абсолютния брой на лимфоцитни 
субпопулации във венозна кръв в пристъп на шизофрения и 
медикаментозна ремисия на заболяването. 
• Изследване на серумното ниво на IL-17 в пристъп на шизофрения и 
медикаментозна ремисия на заболяването. 
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Контингент и методи 
 
 
 
1. Контингент 
 
Изследвани са пациенти с доказана шизофрения по МКБ10, код F20.0, 
халюцинаторно-параноидна форма. Пациентите нямаха остро или хронично-
обострено соматично заболяване към момента на включването им в 
контингента. Възрастовият интервал на изследваните пациенти беше от 20 до 
54 години. Пациентите бяха подложени на стандартна антипсихотична терапия 
с медикаменти от втора генерация. При всички бе наблюдавана клинично 
изразена редукция на симптоматиката. Пациентите са изследвани в стадий на 
обостряне, както и след настъпване на клинична ремисия (след 20 дни). 
Изследвана беше и контролна група от клинично здрави индивиди -
(доброволци). Изследването е одобрено със становище на етичната комисия на 
Медицински университет „Проф. д-р Параскев Стоянов” – Варна от 23.02.2012 
г. 
 
2. Изследване на експресията на Cyclon/CCDC86 в периферна кръв 
 
2.1. Изолиране на тотална рибонуклеинова киселина (тРНК) от 
кръвни левкоцити 
 
Материалът за изследване бе пълна кръв, взета с антикоагулант EDTA. 
Изолиране на РНК от левкоцити от пълна кръв бе извършена чрез QIAamp 
RNA Blood Mini Kit на фирмата QIAGEN (www.qiagen.com) според протокола 
на производителя. За изолация на тРНК беше използван обем кръв, съдържащ 
5.106 левкоцита, според следния протокол: 
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1. Съответният обем кръв се смесва с 5 обема лизиращ еритроцитите буфер EL 
и се инкубира 15 минути при температута 4° C (на лед) и се вортексира два 
пъти по време на инкубацията. 
2. Центрофугира се 10 минути на 400 g в хладилна центрофугa при 
температура 4° C. 
3. Супернатантът се отлива и се добавят два обема лизиращ еритроцитите 
буфер EL. 
4. Центрофугира се 10 минути на 400 g при 4° C. 
5. Супернатантът се отлива и левкоцитите се лизират в 600 µl буфер RLT. 
6. Лизатът се хомогенизира чрез центрофугиране за 2 минути на максимална 
скорост в QIAshredder колонка. 
7. Към хомогената се добавя равен обем (600 µl) 70% етанол и с получения 
разтвор се натоварва двукратно (2x600 µl) QIAamp колонка – центрофугира се 
за поне 15 секунди при 8000 g и преминалата през колонката течност се 
изхвърля, като колонката се поставя в нова 2 ml епруветка. 
8. Колонката се промива с буфер RW1 – поставят се 350 µl буфер RW1 и 
колонката се центрофугира поне за 15 секунди при 8000 g. 
9. ДНК се разгражда директно върху колонката чрез третиране с ДНКаза I на 
QIAGEN – 10 µl DNAse I се разтварят в 70 µl буфер RDD и полученият 
разтвор 80 µl се поставя директно върху мембраната на колонката и се 
инкубира 15 минути на стайна температура. 
10. Колонката се промива с буфер RW1 и DNAse I се отмива – поставят се 
350 µl буфер RW1 и колонката се центрофугира поне за 15 секунди при 8000 g 
и се поставя в нова епруветка 2 ml. 
11. Колонката се промива с буфер RPE – поставят се 500 µl буфер RPE и 
колонката се центрофугира поне за 15 секунди при 8000 g и се поставя в нова 
епруветка от 2 ml. 
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12. Колонката се промива отново с буфер RPE – поставят се 500 µl буфер RPE 
и колонката се центрофугира за 3 минути при максимална скорост – 20000 g 
или 14000 об/мин и се поставя в нова епруветка от 2 ml. 
13. Колонката се центрофугира за 1 минута при максимална скорост – 20000 g 
или 14000 об/мин, за да се гарантира липсата на замърсяване от буфер RPE. 
14. Колонката се поставя в нова епруветка 1,5 ml и РНК се елуира като 30 µl 
свободна от РНКази вода се пипетира дирекно върху колонката и се 
центрофугира 1 минута при 8000 g. Елуирането се повтаря с още 30 µl вода до 
краен обем 60 µl. Изолираната РНК се съхранява на –80 °C до следващите 
стъпки от анализа. 
 
2.2. Обратна транскрипция 
 
Обратната транскрипция на РНК до комплементарна 
дезоксирибонуклеинова киселина (кДНК) беще извършена с PrecisionTM 
Reverse Transcription Kit на фирмата PrimerDesign според протокола на 
производителя: 
 
1. Смесват се 8 µl от изолираната тотална РНК с 1 µl случайни нонамерни 
праймери и 1 µl 10 mM дезоксинуклеозиддтрифосфати (dNTPs). 
2. Сместа се загрява до 65° C за 5 минути и бързо се охлажда до 4° C. 
3. Прибавят се MMLV 5X буфер 4 µl, свободна от РНКази вода 5,2 µl и 
MMLV обратна транскриптаза 0,8 µl. 
4. Пробата се инкубира на 42° C за 60 минути. 
Получената кДНК е разредена 10 пъти. 
 
2.3. Полимеразна верижна реакция 
Полимеразната верижна реакция (от англ. Polymerase chain reaction, PCR) беше 
извършена с PrecisionTM 2X qPCR Mastermix, съдържащ ДНК-свързващото 
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багрило SYBR Green на фирмата PrimerDesign и ген-специфични праймери за 
таргетния ген CCDC86 и референтния ген ACTB на същата фирма, според 
протокола на производителя: 
1. Смесват се 10 µl 2X qPCR Mastermix, 1 µl праймери за таргетния или 
контролния ген, 4 µl вода и 5 µl разредена кДНК (10 пъти за таргетния ген и 
250 пъти за контролния ген) до краен обем от 20 µl. 
2. Амплификация при следния температурен режим – 95° C за 10 минути за 
активиране на ДНК полимеразата и след това 50 цикъла от 95° C за 10 секунди 
и 60° C за 60 секунди с отчитане на флуoресцентния сигнал от ДНК 
свързващото багрило SYBR Green. 
Амплификацията е извършена на инстумент StepOne Plus на фирмата Applied 
Biosystems. 
 
2.4. Оценка на относителната генна експресия 
 
Относителната генна експресия на информационната РНК на таргетния 
ген CCDC86 е изчислена с ∆∆Ct метод спрямо референтния ген (ACTB) чрез 
софтуера към апарата (StepOne Software v2.0) и е представенa като отношение 
спрямо референтна проба. 
 
3. Определяне на лимфоцитни субпопулации 
 
Материалът за изследване бе пълна кръв от венепункция, която беше 
смесена с антикоагулант натриев хепарин. Определени са абсолютният брой и 
относителният дял на T-лимфоцити, B-лимфоцити и NK-лимфоцити, както и 
на T-лимфоцитните субпопулации CD4+ (хелпърно - индюсерни) и CD8+ 
(супресорно - цитотоксични). За оцветяването са използвани тройни 
комбинации от моноклонални антитела TriTEST и епруветки за определяне на 
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абсолютния брой на клетките TruCOUNT на фирмата Becton Dickinson. 
Използваните комбинации от моноклонални антитела са TriTEST 342445 
CD4/CD8/CD3 (съдържа анти-CD4 FITC-конюгат, клон SK3; анти-CD8 PE-
конюгат, клон SK1 и анти-CD3 PerCP конюгат, клон SK7), TriTEST 342412 
CD3/CD19/CD45 (анти-CD3 FITC-конюгат, клон SK7; анти-CD19 PE-конюгат, 
клон SJ25C1 и анти-CD45 PerCP-конюгат, клон 2D1) и TriTEST 342411 
CD3/CD16+56/CD45 (анти-CD3 FITC-конюгат, клон SK7; PE-конюгирани 
анти-CD16, клон B73.1 и анти-CD56, клон NCAM 16.2 и анти-CD45 PerCP-
конюгат, клон 2D1). Оцветяването е извършено по процедура лизиране без 
промиване според протокола на производителя: 
 
1. Обем от 20 µl комбинирани моноклонални антитела се смесват с 50 µl 
пълна кръв и се вортексират. 
2. Пробите се инкубират за 15 минути на стайна температура, на тъмно. 
3. Към пробите се прибавят по 450 µl 1X лизиращ буфер (BD FACS Lysing 
Solution) и се вортексират. 
4. Пробите се инкубират 15 минути на стайна температура на тъмно. 
5. Анализ на флоуцитометър. 
Пробите са анализирани на флоуцитометър FACSort на фирмата Beckton 
Dickinson. 
 
4. Определяне на серумните нива на IL-17 
 
Нивата на IL-17 са определени в кръвен серум чрез готов тестов набор 
Human IL-17 Quantikine ELISA Kit, каталожен номер D1700, на фирмата R&D 
Systems, USA с чувствителност (праг на откриване) под 15 pg/mL и обхват 
31,2-2 000 pg/mL. Материалът за изследване е серум, взет със затворена 
система за отделяне на серум с гел Vacutainer SST II Advance на фирмата 
Beckton Dickinson. След венепункцията кръвта е оставена за 30 минути на 
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стайна температура, за да се осъществи кръвосъсирването и след това серумът 
е отделен чрез центрофугиране за 15 минути при 1000 g и е съхранен при –
80° C до извършването на анализа. Анализът на IL-17 е осъществен според 
следния протокол: 
 
1. Към всяко кладенче на плаката се прибавят по 100 µl от разтворител RD1-
36. 
2. Към съответните кладенчета се прибавят по 100 µl от стандартите, 
контролите и пробите в рамките на 15 минути. Плаката се запечатва със 
самозалепващо се фолио и се инкубира за 3 часа на стайна температура. 
3. Съдържанието на кладенчетата се аспирира и се измива с 300 µl от 
съответния измиващ буфер общо три пъти. След последното измиване 
кладенчетата се изпразват щателно и се попиват върху хартия. 
4. Към всяко кладенче се прибавят по 200 µL от вторичното антитяло за IL-17, 
конюгирано с ензим, и плаката се запечатва със самозалепващо се фолио. 
Икубира се 1 час на стайна температура. 
5. Плаката се измива, аналогично на съпка 3. 
6. Към всяко кладенче се прибавят по 200 µl от хромогенния субстратен 
разтвор и плаката се инкубира за 30 минути на стайна температура, защитена 
от светлина. 
7. Към всяко кладенче се прибавят по 50 µl спиращ ензимната реакция 
разтвор, като плаката се разклаща за размесване. 
8. В рамките на 30 минути е отчетена оптичната плътност на кладенчетата 
при 450 nm с корекция при 570 nm с Microplate Reader MIT511-4 на фирмата 
Nicesound Electronics Group. 
9. Концентрацията на IL-17 в pg/mL е изчислена на базата на съответните 
стандарти чрез 5 параметрична логистична нелинейна регресия чрез софтуер 
GraphPad Prism версия 5.02 на фирмата GraphPad Software. 
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5. Хистологичен анализ 
 
Експресията на протеиновия продукт на гена Cyclon/CCDC86 бе 
осъществена върху мозъчна тъкан от примати, японски маймуни (Macaca 
fuscata) – автономен за Япония вид, спадащи към т.нар. “маймуни на Стария 
свят” – най-близките до човека примати след големите човекоподобни 
маймуни (повече детайли за японските макаки са представени в (Тончев, 2003). 
Тъканите бяха предоставен от проф. д-р Тецумори Ямашима, дм, ръководител 
на Катедра по регенеративна неврохирургия, Медицински факултет на 
Университет на Каназава, гр. Каназава, Япония. Получаването на тъканите е 
осъществено след одобрение и в съответствие с правила на Комисията по 
етика на Института за експериментални животни на Медицинския факултет на 
Университета на Каназава. Използвахме тъкани от 5 възрастни контролни 
животни. 
Бяха оцветени хистологични криосрези с дебелина 40 µm от следните 
региони на мозъка: (1) префронтална кора, вкл. преден сегмент на 
перивентрикуларна зона около предния рог на латералното мозъчно стомахче 
(anterior subventricular zone, SVZa) (Фигура 5.1А); (2) темпорална кора, 
включително хипокамп, Gyrus dentatus и перивентрикуларна зона около 
долния рог на латералното мозъчно стомахче (inferior subventricular zone, 
SVZi) (Фигура 5.1Б); (3) вермис на малък мозък. 
За да се бележат делящите се клетки в мозъка, е използвано оцветяване с 
антитяло срещу ядрения антиген Ki-67 (DAKO, Mib1, 1:50). 
Всички оцветявания бяха извършвани чрез методиката на свободно 
плуващи (англ. free-floating) срези, при която срезите плуват в кладенчета на 
съдове за клетъчни култури, давайки възможност на антитялото да прониква 
двустранно в дълбочина на тъканта. 
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Фиг. 5.1. Региони на интерес във фронтален и темпорален дялове на кората на 
краен мозък на маймуни. (А) Изглед на дясна хемисфера, коронален срез. На по-голямото 
увеличение в долния панел се виждат: LVa, преден рог на латералния вентрикул; SVZа, SVZ 
около предния рог на латералния вентрикул; S, стриатум; F, фронтален неокортекс. (Б) 
Изглед на дясна хемисфера, показващ частта на темпоралния дял, включваща gyrus 
dentatus (между вертикалните черти). На по-голямото увеличение в долния панел се 
виждат темпоралните гънки (IT, inferior temporal cortex) и gyrus parahippocampalis (GPH). 
HPC, hippocampus, LVi, долен рог на латералния вентрикул; SVZi, SVZ около долния рог на 
латералния вентрикул. Посоки: D, дорзална; V, вентрална; M, медиална; L, латерална. 
 
 
5.1. Пероксидазна имунохистохимия 
 
Оцветяванията бяха осъществени по индиректния пероксидазен ABC-
метод (Hsu et al., 1981), следвайки тристъпна процедура. Срезите бяха 
прехвърляни от криопротективния буфер във физиологичен разтвор, 
буфериран с Tris реагент (tris-buffered saline, TBS, pH 7.4) с разтворен в него 
0.1% Triton X-100 (TBS-T). Ендогенната пероксидаза бе блокирана в разтвор 
от 1% H2O2 в ТBS-Т за 30 минути при стайна температура на тъмно, 
последвана от промиване в ТBS-Т. Неспецифичното свързване на антигенa бе 
потиснато чрез 5-10% нормален серум, съответен на вторичното антитяло, в 
ТBS-Т (този блокиращ разтвор накратко ще бъде означен като ТBS-ТB). 
Първичните антитела бяха разредени в ТBS-ТB и срезите – прехвърлени в така 
А Б 
Gyrus dentatus 
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получените разтвори за 36-40 часа на 2-8°C. Използвани бяха следните 
първични антитела: кози anti-Cyclon (1:50, sc-82569, Santa Cruz Biotech, Santa 
Cruz, CA, САЩ), заешки anti-Ki-67 (1:50; Mib1, DAKO, Carpinteria, CA, САЩ), 
заешки anti-GFAP (1:200; DAKO, Carpinteria, CA, САЩ), миши anti-NeuN 
(1:50, Chemicon, Temecula, CA, САЩ), миши anti-S100β (1:400, Sigma Chemical, 
St.Louis, MO, САЩ), заешки anti-Doublecortin (1:300, Abcam, Cambridge, MA, 
САЩ). 
След инкубацията с първично антитяло срезите бяха трикратно промити 
в TBS и TBS-T, и инкубирани в разтвор, съдържащ вторично антитяло, 
насочено срещу вида на съответното първично антитяло и конюгирано с 
биотин, в TBS-TB за 2 часа на стайна температура. След ново промиване 
срезите бяха потопени в ТBS-Т, съдържащ комплекс авидин/пероксидаза за 1 
час на стайна температура (вторичното антитяло и комплексът 
авидин/пероксидаза бяха част от кит - ABC Elite kit, Vector Laboratories, 
Burlingame, CA, САЩ). Реакцията бе визуализирана с разтвор, съдържащ 
диаминобензидин (Sigma) и Н2О2 – 0.03% Н2О2, 0.25 mg/mL диаминобензидин 
в TBS за 30-60 секунди. След това реакцията бе преустановена и срезите бяха 
уловени върху предметни стъкла, след което бяха дехидратирани във 
възходяща редица алкохоли и ксилол и покрити с включваща среда (Entellan, 
Merck, Darmstadt, Германия). 
 
5.2. Флуоресцентна имунохистохимия 
 
Флуоресцентната имунохистохимия бе осъществена по индиректна 
методика. Тази техника бе използвана за едновременно разкриване на 2 или 3 
антигена на един и същ срез (двойна/тройна имунофлуоресценция). При 
такива комбинирани оцветявания, съответните първични антитела бяха винаги 
видово различни. 
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Първични антитела бяха последователно визуализирани чрез свързване с 
вторични антитела, конюгирани за флуорохроми: Alexa Fluor 488 или 546 
(Molecular Probes, Eugene, OR, САЩ). Alexa Fluor 488 излъчва в зеления 
спектър, Alexa Fluor 546 – в червения спектър. Процедурите следваха 
хронологията на вече описаната методика за имунопероксидазна детекция (вкл. 
денатурацията на ДНК в тъканите) като стъпката на блокиране на ендогенна 
пероксидаза бе пропусната. Съответните вторични антитела бяха прилагани 
според вида на първичното и всяко от тях бе свързано с различен флуорохром. 
След това срезите биваха промивани в ТBS, монтирани върху предметни 
стъкла и включени във водоразтворим медиум Vectashield-DAPI (Vector Labs), 
съдържащ запазващи флуоресценцията реагенти и багрилото DAPI за 
контраоцветяване на клетъчните ядра, визуализирано в синия канал. 
 
5.3. Контролни оцветявания 
 
Специфичността на имунохимичните реакции бе проверена чрез 
негативни и позитивни контроли. 
Негативни контроли: (1) срези бяха оцветявани като бяха осъществени 
всички стъпки с изключение на инкубацията с първично антитяло; (2) 
първичните антитела бяха пре-адсорбирани с 10-кратно по-висока 
концентрация на пептида, послужил при генерирането на антитялото. Всички 
така обработени контролни срези останаха имунонегативни. 
 
6. Получаване и обработка на образите 
 
Светлинномикроскопският анализ на оцветените срези бе осъществен 
чрез микроскоп Olympus BX60 (Olympus Co, Tokyo, Япония), свързан към 
персонален компютър (Fujitsu Corp., Tokyo, Япония) чрез дигитална камера 
(3CCD, Fuji Corp., Tokyo, Япония). Флуоресцентните образи бяха получени 
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чрез филтри в дължините 488, 546 и над 420 нанометра. Дължината 488 
нанометра беше зададена към зеления канал, тази от 546 нанометра – в 
червения канал, а тази над 420 нанометра в синия канал. Слетите образи от 
зеления и червения канал се визуализират в жълто. Всички окончателни 
компютърни образи бяха експортирани в образен формат (.jpeg или.tiff) и 
подредени чрез Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA, 
САЩ). 
 
7. Статистически анализ 
 
За статистически анализ е използвана програмата GraphPad Prism версия 
5.02 на фирмата GraphPad Software. Групите са сравнявани с непараметрични 
тестове (нечифтен Mann-Whitney тест, Wilcoxon чифтен тест). Статистически 
значима разлика бе приета при P < 0.05. 
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Резултати и обсъждане 
 
 
1. Относителна експресия на информационна РНК на гена CCDC86 
 
Експресията на иРНК на Cyclon/CCDC86 е изследвана при 14 пациента с 
пристъп, 9 от тях в медикаментозна ремисия и 7 здрави доброволци. Като 
първа наша стъпка ние изолирахме тотална РНК от кръвни левкоцити на 
пациенти с първи и такива с пореден пристъп на шизофрения, лекувани в 
Клиниката по психиатрия, УМБАЛ „Св. Марина” - Варна. Последвалото 
извършване на обратна транскрипция и полимеразна верижна реакция за гена 
Cyclon/CCDC86 ни позволи да установим относителното му количество 
спрямо референтен ген. Статистическата обработка на данните показа, че 
относителната експресия на иРНК на CCDC86 у пациентите с шизофрения в 
пристъп не следва нормално Гаусово разпределение, а ясно се формират два 
клъстeра – на пaциенти с осносително висока експресия на CCDC86 в пристъп 
и на пациенти с относително ниска експресия (Фигура 1). Допълнителен 
анализ на клиничната симптоматика показа, че пациентите с висока експресия 
на CCDC86 в пристъп са с начало на заболяването преди по-малко от 5 години 
и при постъпването са имали предимно позитивна (психотична) симптоматика, 
докато пациентите с ниска експресия на CCDC86 в пристъп са с начало на 
заболяването преди повече от 5 години и са постъпили с предимно негативна 
симтоматика (т.е. без психотични прояви). 
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Фиг. 1. Относително ниво 
на експресия на иРНК на 
гена CCDC86 при паци-
енти с шизофрeния в 
пристъп. Разпределение-
то е представено като 
медиана, 25 и 75 персен-
тил, минимум и 
максимум. 
 
При сравнение на нивата на експресията на CCDC86 в състояние на 
медикаментозна ремисия спрямо нивата в пристъп установихме, че в ремисия 
експресията е относително по-ниска в сравнение с експресията в пристъп и 
разликата е статистически достоверна P<0,05 (P=0,0265, непараметричен 
Mann-Whitney тест). Данните са представени на следната графика (Фигура 2, 
представени са медиана и 25 и 75 персентил): 
 
 
 
Фиг. 2. Относително ниво 
на експресия на иРНК на 
гена CCDC86 при пациенти 
с шизофрения в пристъп и 
ремисия. Разпределението 
е представено като 
медиана, 25 и 75 персентил, 
минимум и максимум. 
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Трето, експресията на иРНК на CCDC86 на пациентите в пристъп е 
достоверно по-ниска спрямо експресията при контролната група от здрави 
индивиди P<0,05 (P=0,0205, сравнение с непараметричен Mann-Whitney тест). 
Между групата на шизофрения в пристъп като цяло и контролната няма 
статистически значима разлика (P=0,7371, Mann-Whitney), но ако бъдат 
разглеждани поотделно двата кластъра на пациентите в пристъп и контролната 
група има статистически значима разлика – висока експресия в пристъп и 
здрави P<0,01 (P=0,0164, Mann-Whitney) и между подгрупата с ниска 
експресия и контролната група P<0,01 (P=0,0025, Mann-Whitney). Обобщените 
данни са представени на следната графика (представени са медиана и 25 и 75 
персентил): 
 
 
Фиг. 3. Относително ниво на експресия на иРНК на гена CCDC86 при пациенти с 
шизофрения в пристъп и ремисия и здрави контроли. Разпределението е 
представено като медиана, 25 и 75 персентил, минимум и максимум. 
 
2. Лимфоцитни субпопулации в пристъп на шизофрения и в ремисия 
 
Относителният дял и абсолютният брой на T, B и NK лимфоцитите във 
венозна кръв са изследвани при 14 пациенти с пристъп и при 9 от тях в 
медикаментозна ремисия. Резултатите от изследваните лимфоцитни 
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субпопулации на пациентите с шизофрения в пристъп и ремисия са 
представени на Фигура 4. Лимфоцитните субпопулации са представени като 
относителен дял в проценти и като абсолютна стойност (клетки в µl кръв), 
като са отразени медианата и доверителният интервал 95% на цялата група. T-
лимфоцитите (CD3+), B-лимфоцитите (CD19+) и NK-лимфоцитите 
(CD16+56+) са представени като процент от левкоцитите (CD45+), a T-
хелперно/индюсерните (Th/i, CD3+CD4+) и T-супресорно/цитотоксичните 
(Ts/c, CD3+CD8+) са представени като процент от общите T-лимфоцити 
(CD3+). Съотношението между CD4+ (хелперно/индюсерни) и CD8+ 
(супресорно/цитотоксични) Т-лимфоцити е безразмерна величина. 
Показателите са сравнени статистически чрез непараметричен чифтен 
двустранен тест на Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test). Наблюдават се 
следните зависимости: 
1. Значимо повишение на съотношението Th/s в ремисия спрямо пристъп 
P<0,05 * (P=0,0243). 
2. Тенденция за повишение на относителния дял на хелперно-индюсерните 
T-лимфоцити (T-h/i, CD3+CD4+/CD3+%) в ремисия спрямо пристъп (P=0,0547, 
ns) 
3. Значимо намаление на относителния дял на супресорно-цитотоксичните 
Т-лимфоцити (T-s/c, CD3+CD8+/CD3+%) в ремисия спрямо пристъп P<0,05 * 
(P=0,0273). 
4. Значимо намаление на относителния дял на B-лимфоцитите 
(CD19+/CD45+%) в ремисия спрямо пристъп P<0,01 ** (P=0,0039). 
5. Тенденция за намаление на абсолютния брой на B-лимфоцитите (CD19+) 
в ремисия спрямо пристъп (P=0,0742 ns). 
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Фиг. 4. Относителен дял и абсолютен брой на CD3+ T-лимфоцити, CD19+ B-лимфоцити 
CD16+56+CD3(–) NK-лимфоцити, CD4+ T-хелперни лимфоцити, CD8+ T-цитотоксични 
T-лимфоцити и тяхното съотношение. Разпределението е представео като медиана, 25 и 
75 персентил, минимум и максимум. 
 
 
3. Нива на IL-17 в серум на пациенти със шизофрения 
 
Изследвани са 30 пациенти в пристъп и 18 от тях в ремисия. При всички 
пациенти в пристъп и ремисия с изключение на един нивата на IL-17 са под 
прага на откриване (Фигура 5). 
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Фиг. 5. Нива на IL-17 в серум на 
пациенти с шизофрения в 
пристъп и ремисия. Отделните 
измервания са представени като 
точки («дот плот»). 
 
 
4. Експресия на Cyclon/CCDC86 в ЦНС на възрастни примати 
 
Получените дотук резултати ни дадоха основание да заключим, че 
Cyclon/CCDC86 се експресира по различен начин в имунни клетки при 
пациенти с шизофрения в сравнение с контролни индивиди. Ето защо ние 
решихме да осъществим директно изследване на експресията на протеина 
Cyclon/CCDC86 в ЦНС. Първа стъпка от този експеримент бе установяването 
на експресия на Cyclon/CCDC86 в ЦНС на възрастни примати – маймуни 
макаки – най-близкият до Homo sapiens животински модел. 
Първият регион, върху който концентрирахме нашето внимание, беше 
хипокампа – регион с известни от литературата промени при шизофрения 
(Tamminga et al., 2010; Small et al., 2011). Имунопероксидазно оцветяване за 
Cyclon/CCDC86 в хипокамп на маймуни очерта наличие на позитивни клетки в 
Cornu Ammonis (hippocampus proprius) и Gyrus dentatus. 
Наблюдавано беше позитивно оцветяване, както в сектора СА2 и в 
сектора СА1 (Фигура 7) на hippocampus proprius. 
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Фиг. 7. Имунохистохимично оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 в сектор CA1 
на хипокамп на възрастна маймуна. Рамката на схемата на темпорален дял (А) 
показва локализацията на микрографията на панел Б. Микрографията на панел В 
представлява увеличен образ от снимката на панел Б. Позитивни клетки са 
показани със стрелки. Г. Негативна контрола със пропускане на първичното 
антитяло не показва експресия. LVi, долен рог на латералния вентрикул; CA1/2, 
Cornu Ammonis сектори 1/2; DG, Gyrus dentatus; PHG, Gyrus parahippocampalis; IGT, 
Gyrus temporalis inferior; MGT, Gyrus temporalis medius. 
 
Направи впечатление, че позитивен сигнал бе наличен в част от клетките 
на сектора СА1 (ок. 60-70%; Фигура 7, стрелки), докато 30-40% останаха 
негативни за Cyclon/CCDC86 (Фигури 7, глави на стрелки). Подобна картина 
беше наблюдавана и в хипокампалния сектор СА2. 
Според видимия си голям размер и форма, болшинството клетки в Cornu 
Ammonis на хипокампа, експресиращи Cyclon/CCDC86, имаха изглед на 
неврони. Наблюдаваха се обаче и клетки с по-малки по размер позитивни ядра, 
А 
Б В Г 
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което показва, че Cyclon/CCDC86 може да се локализира и в неневронални 
клетки. 
В Gyrus dentatus, зона на постнатална неврогенеза в хипокампалната 
формация, също бе наблюдавана имунопозитивност за Cyclon/CCDC86. В този 
регион обаче почти всички клетки в гранулния слой показаха положителна 
реакция за таргетния ген, докато в субгрануларната зона, която съдържа 
стволови/прогениторни клетки в постнаталния живот, бяха открити само 
отделни позитивни клетки. 
В парахипокампалната кора, основна свързваща зона на хипокампалната 
формация с неокортекса, също бе наблюдавана имунопозитивна реакция за 
Cyclon/CCDC86 (Фигура 8, стрелки). 
 
 
Фиг. 8. Имунохистохимично оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 в 
харахипокампален кортекс на възрастна маймуна. Рамката на схемата на 
темпорален дял (А) показва локализацията на микрографията на панел Б. 
Микрографията на панел В представлява увеличен образ от снимката на панел Б. 
Позитивни клетки са показани със стрелки, а негативните – с глави на стрелки, на 
панел В. LVi, долен рог на латералния вентрикул; CA1, Cornu Ammonis сектор 1; DG, 
Gyrus dentatus; PHG, Gyrus parahippocampalis; ITG, Gyrus temporalis inferior; MTG, 
Gyrus temporalis medius. 
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И в Gyrus parahippocampalis, както и в хипокампа, само част от клетките 
бяха позитивни за Cyclon/CCDC86 и повечето от тях имаха размери и форма 
на неврони (Фигура 8В, стрелки). 
За да потвърдим фенотипа на клетките, експресиращи Cyclon/CCDC86, 
ние осъществихме двойни имунофлуресцентни оцветявания за таргетния 
протеин и маркери за различни клетъчни типове в ЦНС. 
Като маркер за зрели неврони, използвахме антигена NeuN, който в ЦНС 
избирателно оцветява невроните, но не и глиалните клетки (Mullen et al., 1992). 
В приматен мозък NeuN дава силно оцветяване в ядрото на невроните и по-
слабо – в цитоплазмата (Gould et al., 1999). Двойни имунохистохимични 
оцветявания за Cyclon/CCDC86 и NeuN в хипокапма потвърдиха 
впечатлението от единичните оцветявания: огромното мнозинство от клетките, 
експресиращи Cyclon/CCDC86, демонстрираха ко-експресия за NeuN, което ги 
характеризира като зрели неврони (Фигури 9, 10 и 11, стрелки). 
 
 
Фиг. 9. Имунохистохимично (А) и двойно 
имунофлуоресцентно (Б) оцветяване на 
протеина Cyclon/CCDC86 (зелен канал) и 
невроналния маркер NeuN (червен канал) 
сектор СА2 на хипокамп, показан е слетия 
образ от двата канала. Двойно-позитивни 
клетки са демонстрирани със стрелки. 
Клетка, позитивна за Cyclon/CCDC86, но 
имунонегативна за NeuN, е посочена с глава 
на стрелка. Мащаб, 20 µm. 
 
Сходни резултати бяха получени в секторите на hippocampus proprius 
СА2 (Фигура 9, стрелки), СА1 (Фигури 10 и 11, стрелки). 
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Фиг. 10. Двойно имунофлуоресцентно 
оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 (зелен 
канал) и невроналния маркер NeuN (червен 
канал) в сектор СА1 на хипокамп, показан е 
слетия образ от двата канала. Двойно-
позитивни клетки са демонстрирани със 
стрелки. Клетка позитивна за Cyclon/CCDC86 
и негативна за NeuN е показана с глава на 
стрелка. Мащаб, 20 µm. 
 
В същото време бяха наблюдавани и по-малък брой клетки, които бяха 
позитивни за Cyclon/CCDC86, но негативни за NeuN (Фигура 9, 10 и 11, глава 
на стрелка). 
 
 
Фиг. 11. Двойно имунофлуоресцен-
тно оцветяване на протеина 
Cyclon/CCDC86 (зелен канал) и 
невроналния маркер NeuN (червен 
канал) в сектор СА1 на хипокамп. 
Показани са зеления канал на панел 
А и слят образ от двата канала на 
панел Б. Двойно-позитивни клетки 
са демонстрирани със стрелки. 
Клетки негативни за Cyclon/ 
CCDC86 и позитивни за NeuN са 
показани с глави на стрелки. 
Мащаб, 20 µm. 
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Характерна особеност на такива клетки бе техният по-малък размер, 
който, заедно с имунонегативитета за NeuN, подсказваше не-невронална 
идентичност. Ето защо ние използвахме и други клетъчно-специфични 
маркери, за да установим техния фенотип. 
В Gyrus dentatus на хипокампалната формация над половината от NeuN-
позитивните клетки експресираха Cyclon/CCDC86 (Фигура 12, стрелки) 
подобно на наблюденията в Cornu Ammonis. Наблюдаваха се обаче и клетки, 
които експресираха Cyclon/CCDC86, но не и NeuN. Такива клетки се 
локализираха в SGZ, зоната на прогениторите в Gyrus dentatus (Фигура 13, 
глави на стрелки) и бяха по-малки по размер от Cyclon/NeuN двойно-
позитивните клетки. 
 
 
 
Фиг. 12. Имунохистохимично (А) и двойно имунофлуоресцентно оцветяване на 
протеина Cyclon/CCDC86 (зелен канал) и невроналния маркер NeuN (червен канал) в 
Gyrus dentatus на хипокамп. Показани са зеления канал на панел Б и слят образ от 
двата канала на панел В. Двойно-позитивни клетки са демонстрирани със стрелки. 
Две клетки в SGZ, позитивни за Cyclon/CCDC86, но негативни за NeuN са показани 
със звезда. GCL – гранулен клетъчен слой, SGZ – субгранулна зона. 
Мащаб, 20 µm. 
 
Клетките, позитивни за Cyclon/CCDC86 и негативни за NeuN, бяха 
наблюдавани поединично или в дублети (Фигура 12), като последното е 
индикация за скоро извършено делене. 
А Б В 
T. Червенков – дисертация за ОНС „доктор” 36 
Изследвайки фенотипа на клетките, позитивни за Cyclon/CCDC86 и 
негативни за NeuN, ние осъществихме двойни оцветявания за таргетния 
протеин и GFAP, маркер за астроцити в мозъка при възрастни (Boyes et al., 
1986). Резултатите от тези оцветявяния показаха, че редица от по-малките по 
размер Cyclon/CCDC86-положителни клетки са двойно позитивни за GFAP, в 
Cornu Ammonis (Фигура 13) и Gyrus dentatus (Фигура 14). 
 
 
Фиг. 13. Двойно имунофлуоресцентно оцветяване на протеина 
Cyclon/CCDC86 (зелен канал) и глиалния маркер GFAP (червен 
канал) в сектор Сornu Ammonis на хипокамп. Показан е слят 
образ от двата канала. Двойно-позитивни клетки са показани 
със стрелка. Клетки, позитивни за Cyclon/CCDC86, но 
негативни за GFAP са показани с глава на стрелка. Прави 
впечатление по-големия размер на последните клетки, спрямо 
двойно-оцветените. Мащаб, 20 µm. 
 
В Gyrus dentatus такива двойно-положителни клетки се локализираха в 
SGZ, зоната на прогениторните клетки (Фигура 14) и притежаваха израстъци, 
навлизащи в гранулния слой. В същата зона наблюдавахме и двойно-
положителни клетки за Cyclon/CCDC86 и βIII-тубулин, маркер за незрели 
неврони (Фигура 15, стрелки), като техните израстъци се разполагат 
паралелно на SGZ (Фигура 15, глави на стрелки). 
 
Фиг. 14. Двойно имунофлуоресцентно оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 
(зелен канал) и глиалния маркер GFAP (червен канал) в Gyrus dentatus на хипокамп. 
Показани са зеления канал на панел А и слят образ от двата канала на панел Б. 
Двойно-позитивни клетки са показани със стрелки. Клетките се намират на 
границата между субгранулната зона и гранулния клетъчен слой. Позитивните 
израстъци на тези клетки навлизат в гранулния слой. GCL – гранулен клетъчен 
слой, SGZ – субгранулна зона. Мащаб, 20 µm. 
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Фиг. 15. Двойно имунофлуоресцентно оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 (А, 
зелен канал) и маркера за незрели неврони βIII-тубулин (Б, червен канал) и 
контраоцветяване на клетъчни ядра с DAPI (Б, син канал) в Gyrus dentatus на 
хипокамп. Показани са зеления канал на панел А и слят образ от червения и синия 
канал на панел Б. Двойно-позитивна клетка е показана със стрелка. Позитивните 
израстъци на тази клетка са разположени паралелно на субгранулната зона (глава 
на стрелка). GCL – гранулен клетъчен слой, SGZ – субгранулна зона. Мащаб, 10 µm. 
 
В допълнение извършихме и оцветяване и за калретинин (calretinin, CR), 
друг маркер, експресиран в невронални прекурсори и също бяха наблюдавани 
двойно-позитивни клетки в същата зона (Фигура 16). 
 
Фиг. 16. Двойно имунофлуоресцентно оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 (А, 
зелен канал) и маркера за невронални прекурсори Calretinin (CR) (Б, червен канал) и 
контраоцветяване на клетъчни ядра с DAPI (Б, син канал) в Gyrus dentatus на 
хипокамп. Показани са зеления канал на панел А и слят образ от червения и синия 
канал на панел Б. Двойно-позитивни клетки са показани със стрелки. Клетка, 
позитивна за Cyclon/CCDC86, но негативна за CR е показана с глава на стрелка. 
GCL – гранулен клетъчен слой, SGZ – субгранулна зона. Мащаб, 10 µm. 
  
Тъй като част от GFAP-позитивните клетки в SGZ, чиито израстъци се 
разполагат радиално и навлизат в гранулния слой на Gyrus dentatus, са 
А Б 
А 
А Б 
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потенциални стволови клетки в този регион (Seri et al., 2001), и поради 
наличието на позитивни сигнали за невронални прекурсори (βIII-тубулин,  
калретинин) ние извършихме двойни оцветявания и за Cyclon/CCDC86 и Ki-67 
– маркер за de novo образувани клетки в организма, включително ЦНС 
(Scholzen and Gerdes, 2000) (Фигура 17). 
 
 
Фиг. 17. Двойно имунофлуоресцентно 
оцветяване на протеина Cyclon/CCDC86 
(А, зелен канал) и маркера за 
пролифериращи, de novo образувани 
клетки, Ki-67 (Б, червен канал) и 
контраоцветяване на клетъчни ядра с 
DAPI (Б, син канал) в Gyrus dentatus на 
хипокамп. Показани са зеления канал на 
панел А и слят образ от червения и синия 
канал на панел Б. Двойно позитивна 
клетка е показана със стрелка, Ki-67 
„дублет” неекспресиращ Cyclon/ 
CCDC86 – с глава на стелка. Мащаб, 
10 µm. 
 
Много нисък дял от клетките, експресиращи Cyclon/CCDC86 
експресираха и пролиферативния маркер Ki-67 – 0,9% (1 Ki-67+ 
Cyclon/CCDC86+ от 103 Cyclon/CCDC86+ клетки). 
 
 
 
А 
Б 
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Заключение 
 
 
Общоприето е схващането, че първопричините за наблюдаваната 
намалена синаптична пластичност при шизофрения са в самите неврони 
(невроцентричност), но през последните години се натрупват все повече данни 
за това, че поне при част от пациентите, вероятната причина е първичен 
възпалителен процес, водещ до прогресивна невронална дегенерация (Fillman 
et al., 2013; Takao et al., 2013). Различните потенциални причини за 
заболяването – невроцентрични и имунни – са в унисон и с един стар модел на 
заболяването според който шизофрения всъщност са група от заболявания 
(шизофрении) със сходни прояви, но с различна патогенеза. 
В подкрепа на модела за съществуването на няколко групи на 
заболяването шизофрения както и за участие на имунната система – са и 
нашите резултати от настоящото изследване. Две основни наблюдения от 
представените резултати предполагат, че гена Cyclon/CCDC86 е свързан със 
заболяването шизофрения. Пациентите с шизофрения в пристъп формират две 
групи според нивата на експресия на Cyclon/CCDC86 в периферна кръв: 
пациенти с по-висока и такива с по-ниска експресия спрямо нивата на 
експресия на гена в контролни здрави индивиди. Групирането корелира с 
клиничната изява на заболяването – предимно позитивни симптоми в групата с 
висока експресия и предимно негативни симтоми в групата с ниска експресия. 
В допълнение, в групата пациенти с висока експресия на Cyclon/CCDC86 в 
пристъп се наблюдава намаление на експресията в хода на лечението до нива 
сходни на тези в контролната група, паралелно с облекчение на психотичната 
симптоматика. 
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За функцията на гена Cyclon/CCDC86 до момента е известно, че той 
участва във феномена на активационно-индуцирана клетъчна смърт при T-
лимфоцити. В тази светлина резултатите от настоящото изследване отговарят 
на наблюдаваното повишение на разтворим Fas (First Apoptosis Signal) в 
серума на пациенти с шизофрения (Djordjevic et al., 2012) и редукцията на T-
лимфоцитите в пристъп на шизофрения. Те предполагат също, че процесите на 
програмирана клетъчна смърт са дерегулирани в клетките на имунната 
система (Steiner et al., 2010; Djordjevic et al., 2012). 
Представените дотук резултати също така показват, че протеинът 
Cyclon/CCDC86, за който до настоящото проучване е известно, че има 
отношение към лимфоцитната активация и апоптоза, се експресира също и в 
ЦНС на възрастни примати, включително в секторите на Cornu Ammonis и в 
Gyrus dentatus на хипокампа, които са ниша за постнатална неврогенеза в 
мозъка. Връзката на хипокампа с шизофрения е добре известна (Shepherd et al., 
2012), в частност, прогениторните клетки в Gyrus dentatus са засегнати при 
шизофрения (Reif et al., 2006). С доизясняването на функцията на гена в 
бъдеще ще се изясни дали има отношение към нарушената невропластичност 
при шизофрения. 
Наличието на няколко генетично и патогенетично различни подгрупи на 
заболяването шизофрения предполага различен оптимален терапевтичен 
подход. Множество изследвания са фокусирани върху дерегулацията на 
имунната система при шизофрения (Muller and Schwarz, 2010; Steiner et al., 
2010; Muller et al., 2012), и в групите на шизофрения, в които имунната 
система е водеща в патогенезата на заболяването, антиинфламаторно или 
друго имуномодулиращо въздействие би имало максимален терапевтичен 
ефект. За момента има налични данни за положителния ефект на анти-
инфламаторна терапия при заболяването (Muller et al., 2012). Предстои да се 
провери дали чревен възпалителен процес при шизофрения играе роля в 
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патогенезата на заболяването и дали повлияването му, например чрез 
интервенции върху чревния микробиом, е възможно да има лечебен ефект 
(Nemani et al., 2015). 
В заключение, за класифицирането и избора на оптимално лечение на 
първо място е необходимо използване на диагностични биомаркери и е 
възможно експресията Cyclon/CCDC86 в периферна кръв да послужи като 
такъв. Задълбочаването на знанията ни за ролята на имунната система в 
патогенезата на заболяването може би ще направи дефинитивното лечение 
възможно, поне при част от пациентите с шизофрения. 
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Изводи 
 
1. В пристъп на шизофрения пациентите се разделят на две подгрупи по 
отношение на нивата на иРНК на Cyclon/CCDC86 – с висока експресия 
(около 2/3 от пациентите) и с ниска експресия (около 1/3 от пациентите). 
2. При пациентите с висока експресия на Cyclon/CCDC86 в пристъп се 
наблюдава значима редукция в експресията при настъпване на клинична 
ремисия. 
3. При пациентите с висока експресия на Cyclon/CCDC86 в пристъп 
заболяването е с давност по-малка от 5 години и при откриването се 
наблюдава позитивна (психотична) симптоматика. 
4. При пациентите с ниска експресия на Cyclon/CCDC86 в пристъп няма 
промяна в експресията при настъпване на клинична ремисия. 
5. При пациентите с ниска експресия на Cyclon/CCDC86 в пристъп 
заболяването е с давност по-голяма от 5 години и при откриването се 
наблюдава негативна (липса на психотична) симптоматика. 
6. При пациентите с висока експресия на Cyclon/CCDC86 в пристъп 
експресията на Cyclon/CCDC86 е по-висока в сравнение с контролната 
група. 
7. При пациентите с ниска експресия на Cyclon/CCDC86 в пристъп  
експресията на Cyclon/CCDC86 е по-ниска в сравнение с контролната 
група. 
8. Изследването на лимфоцитните субпопулации показва значими промени 
след постигане на клинична ремисия – повишение на съотношението на 
CD4:CD8 T-лимфоцити и намаление на B-лимфоцитите. 
9. Концентрацията на IL-17 при пациенти с шизофрения е ниска, под прага 
на използвания метод. 
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10.  В хипокампа на мозъка на възрастни примати протеинът 
Cyclon/CCDC86 се локализира в неврони и глия. 
11.  Протеинът Cyclon/CCDC86 се локализира в клетки на SGZ на Gyrus 
dentatus, зона на постнатална неврогенеза в мозъка. 
12.  Протеинът Cyclon/CCDC86 се локализира предимно в 
непролифериращи клетки, но и в малка част пролифериращи клетки. 
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Справка за приносите на дисертационния труд 
 
1. Изследвана е експресията на Cyclon/CCDC86 в левкоцити при пациенти 
с шизофрения и е осъществен количествен анализ на тази експресия. 
2. За първи път се описва експресия на протеина Cyclon/CCDC86 в мозъка 
на примати. 
3. Представени са оригинални данни относно фенотипа на клетките в ЦНС 
на възрастни примати, които експресират Cyclon/CCDC86 в норма. 
4. Оригинално е изследването на относителния дял и абсолютния брой на 
лимфоцитни субпопулации в пристъп и ремисия при пациенти с 
шизофрения. 
5. Оригинално е изследването на серумните нива на IL-17 в пристъп и 
ремисия при пациенти с шизофрения. 
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